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 抗菌剤は、家畜の健康を守り、安全な畜産物の安定生産を確保する上で重
要な資材であるが、その使用による薬剤耐性菌の出現からヒトや家畜に対す
る健康リスクが懸念されている[1]。家畜における健康リスクとは、病原細
菌が対象動物に使用された薬剤に対して耐性化し、それによって治療が困難
になるリスクである[2]。一方、家畜に対する抗菌剤の使用におけるヒトへ
の健康リスクとは、動物からヒトに耐性化した菌あるいは耐性遺伝子が感染
あるいは伝播するリスクである[3]。 
1969 年の英国のスワンレポートにより、初めて家畜由来の薬剤耐性菌の
公衆衛生への影響について注目されるようになった[4]。そこでは、｢家畜に
成長促進目的で使用される飼料添加の抗菌性物質が薬剤耐性菌や R プラス
ミドの増加を促す原因となり、ひいてはヒトおよび食用動物の健康を損なう
恐れがあるため、十分な規制措置が必要｣と報告されている。このスワンレ
ポートを契機として、各国で家畜への抗菌性物質使用による薬剤耐性問題が
立ち上がり、各種の対応が図られるようになった。例えば、デンマークでは、
1999 年から全ての抗菌性成長促進剤の使用が中止された[5]。しかし、デン
マークでは抗菌性成長促進剤の使用が中止された後に治療用の抗菌剤の使
用量が増加し、全体として抗菌剤の使用量を大幅に削減するまでには至らな
かった[6]。一方 EU では、EU 委員会傘下で飼料添加物の科学的評価を行う
機関である家畜栄養科学委員会（SCAN）が「抗菌性飼料添加物の使用が家畜
や人に危害を及ぼすという根拠がなく、動物由来の薬剤耐性遺伝子が人の消
化管内細菌に伝達することを証明する新たな根拠は示されていない」との審
査結果を提出したが[4]、EU 委員会は疑いがある限りはその使用を中止すべ
きとする“予防の原則”に則った対応を行い、2006 年 1 月から成長促進を
目的とした抗菌性飼料添加物の使用が全面的に中止されることになった。 
EU の抗菌剤をめぐる薬剤耐性菌への懸念は、その後治療用の動物用医薬
品にも向けられ、特にヒト医療上重要度の高い、フルオロキノロン系薬剤、
第三および第四世代セファロスポリン系薬剤およびマクロライド系薬剤の
3 系統の薬剤に対するリスク評価が行われ、フルオロキノロン系薬剤と第三
および四世代セファロスポリン系薬剤に対しては、他剤無効例にその使用を
温存する、マクロライド系薬剤に対しては適正使用を強力に推し進める必要
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があるといった、いわゆる“慎重使用”が打ち出されている[4]。このよう
にデンマークをはじめ EU 諸国では、薬剤耐性菌への懸念から家畜における
抗菌剤の使用に厳しい目が向けられている。 
また、EU 以外でも米国ではヒト医療上重要視される抗菌性物質の動物へ
の治療的使用を中心に対策が進められており[4]、具体的には科学的にリス
クを評価し、対策を考慮するというもので、現在までにセファロスポリン系
およびマクロライド系のリスク評価が行われている。その他にもオーストラ
リア、カナダ、韓国など各国で動物における適切な抗菌剤使用への対策が進
められている。 
 一方、我が国においては、諸外国の動きも受けて、平成 7 年度（1995 年
度）から家畜病原細菌の薬剤耐性調査を開始し、平成 12 年度からは家畜衛
生分野における薬剤耐性モニタリング体制(JVARM: Japan Veterinary 
Antimicrobial Resistance Monitoring System)を設立し、食用動物におけ
る抗菌剤使用量の調査および野外流行株や食品媒介病原性細菌等における
薬剤耐性調査を実施し、これらの結果を「治療効果を最大化し、薬剤耐性菌
の出現を最少化する」という“慎重使用”に反映させることとなっている[7]。
我が国においては現在、ヒト医療での重要度が高いフルオロキノロン系、第
三および第四世代セファロスポリン系およびマクロライド系を中心に臨床
獣医師に対して“慎重使用”の呼びかけが行われている。実際、我が国の畜
産領域での抗菌剤等抗菌性物質の使用量を、2001 年度と 2011 年度で比較す
ると飼料添加物として 2001 年は 233 トン、一方 2011 年度は 234 トン、動物
用医薬品としては 2001 年で 1,059 トン、一方 2011 年度は 781 トンで、これ
らを合計した使用量は 2001 年度が 1,292 トンで、2011 年度は 1,015 トンと
減少傾向にある[7、8]。しかしながら、2012 年度に我が国で使用された抗
菌物質等の抗生物質の合計 1,693 トンの内飼料添加用に 175 トン、家畜の治
療用に 727 トンの併せて 902 トンと、実に半分以上が畜産現場で使用されて
いる[9](図 1)。また、我が国の消費者からも抗菌性物質に関する責任ある
慎重な使用を求める声が上がっており[10]、今後その使用量を減らす取り組
みをさらに強化する必要がある。 
一方、畜産現場において、抗菌剤は畜産物の安定生産には不可欠な資材と
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して使用されている。畜種別にみると、2001 年では動物用抗菌剤の販売高
の実に 54%を豚が占めており、次いで水産用に 22%、鶏用に 16%、牛用に 8%
となっている[7、8]。また、我が国でヒト医療上重要度が高いために、第二
次選択薬として承認され特に強く“慎重使用”が求められている上記 3 系統
（フルオロキノロン系、第三および第四世代セファロスポリン系およびマク
ロライド系）の動物用抗菌剤の中で、2012 年度に使用実績があったフルオ
ロキノロン系薬剤および第三および第四世代セファロスポリン系薬剤のそ
れぞれ 25.5%および 45.8%が豚で使用されており[11]、これら“慎重使用”
を求められている薬剤でも豚での使用が多くなっている。このように治療用
抗菌剤の使用量が豚で多い理由として、採卵鶏では産卵期間中の抗菌剤の使
用は原則として禁じられており、またブロイラーでは飼養期間が短いために
抗菌剤の使用による休薬期間を考慮すると実際に投薬できる期間が短いこ
とがあげられる。一方で、牛や豚は飼養期間も長く休薬期間も守りやすいが、
牛では個体診療による注射や飼料添加が中心で、豚では群での管理が一般的
であり、群全体への投薬が行われるために豚での使用量が増えるものと考え
られる。また、豚では呼吸器感染症や腸管感染症に多くの病気があり、その
対策として、ワクチンと併せて抗菌剤の飼料添加が衛生プログラムに組み込
まれている農場が多いことも一因となっている。 
 実際に多くの養豚場には複数の病原体が浸潤しており[12]、中でも豚の腸
管感染症は多くの養豚場において頻繁に認められている。豚の腸管感染症の
原因となる主な病原体としてサルモネラと大腸菌が挙げられる[13、14]。 
豚のサルモネラ症は我が国での発症例の報告もあり[15]、豚の下痢便から
も高率に分離されている[16]。加えて、サルモネラはヒト食中毒の主な原因
菌としても知られており、特に EU では 1990 年代に発生したヒトのサルモネ
ラ食中毒の 20%程度が豚肉の喫食と関連していたと報告されている[17]。そ
のため EU 諸国では、生産農場から食卓まで全ての段階で畜産物の食中毒対
策に取り組む“Farm to Table”を実践することで、ヒト食中毒の発生を減
少させる成果を挙げており[18]、生産現場からのコントロールが有効である
ことが示されている。養豚場におけるサルモネラ対策としては、飼養環境の
改善やオールイン・オールアウトの実践等と併せて、抗菌剤を用いた対策も
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行われている[19、20]。しかし、サルモネラにおける薬剤耐性菌の出現が報
告されており[21]、慎重使用が求められている第二次選択薬を使用せざるを
得ない事例も発生している。 
一方、大腸菌は豚では新生期下痢症、離乳後下痢症および浮腫病等の原因
菌で、多くの農場から分離されており、我が国でも発症が認められている
[22]。大腸菌の対策もサルモネラと同様に飼養管理の改善や飼養環境の整備
と併せて生菌剤の給与や抗菌剤の投与が行われている。しかし、大腸菌でも
薬剤耐性菌の出現が報告されている[23]。そのため、サルモネラと同様に、
慎重使用が求められている第二次選択薬を使用せざるを得ない事例も発生
している。 
近年、これら抗菌剤の慎重使用の呼びかけや豚を含めた家畜における重要
な病原体での薬剤耐性菌の出現を受け、抗菌剤代替物質の研究が活発に行わ
れている[24、25]。抗菌剤代替候補物質としてプロバイオティクス、有機酸、
ハーブ類などについて得に多く報告されており、実際に野外養豚場で応用さ
れているものもある。しかし、これら代替物質の中で野外養豚場において安
定した効果を示しているものは少ない[26、27]。その原因としてこれら代替
物質の評価試験が in vitro や齧歯類では多く行われているが、対象動物で
ある豚に対応した試験が十分に行われていないためと考えられる。例えば、
ヒトの特定保健用食品でも対象となるヒトでの効果を確認する試験が求め
られており[28]、家畜でも同様に対象動物で効果を確認する試験が不可欠と
考えられる。家畜を用いた抗菌剤代替物質の評価試験の中でも、特に病原体
に対する効果を確認する感染試験を用いた評価はほとんど行われておらず、
世界の先進国の中でも日本における取り組みは特に遅れている。そこで本研
究では、まず豚の重要な病原体であるサルモネラと大腸菌の感染系の確立を
目的とし、第二章で豚サルモネラ・ティフィムリウム感染系の確立を試み、
第四章で豚大腸菌症感染系の確立を試みた。 
また、第二章および第四章で確立した豚を用いた感染系が抗菌剤代替物質
の評価に応用できるかを、有機酸の一種である乳酸を用いて検討した。有機
酸は畜産分野では飼養効率の改善等を目的として使用実績があり、非乖離状
態では直接的な殺菌作用がある[29]。殺菌作用の機序は非乖離型の有機酸が
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細菌の中に侵入して細菌内の pH を低下させプロトンポンプを過剰に活動さ
せ、細菌のエネルギーを枯渇させ死滅させるとされている。また、乳酸には
野外養豚場でサルモネラや大腸菌対策として有効であるとの報告があり[30、
31]、本研究で確立した感染系を評価するには適していると考えられる。そ
こで、第三章では豚サルモネラ・ティフィムリウム感染系を用いて乳酸添加
飼料の評価を行い、第五章では豚大腸菌感染系を用いて同様に乳酸添加飼料
の評価を実施した。 
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ヒト医療用
(517ｔ)
家畜治療用
(727ｔ)
抗菌性飼料添加物
(175ｔ)
水産用
(182ｔ)
農薬
(91ｔ)
総量
1,693ｔ
図 1 2012 年度に我が国で使用された抗生物質の目的別割合  [9] 
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 12
【諸言】  
 
Salmonella には多くの血清型があり、豚から分離される血清型も多岐に
渡るが、豚に対して病原性が強く、単独で臨床症状を起こす Salmonella は
Salmonella Typhimurium と Salmonella Choleraesuis の 2 血清型と考えら
れている [13]。前者は主に下痢を発症し、後者は主に敗血症や肺炎を発症さ
せる。S. Typhimurium を原因とした下痢は我が国でも頻繁に認められ、我
が 国 の 養 豚 場 の 下 痢 便 か ら Salmonella の 分 離 を 試 み た 試 験 で は S. 
Typhimurium が最も高率に分離されている [16]。さらに、S. Typhimurium
はヒトの Salmonella を原因とした食中毒事例からも頻繁に分離されている
[32]。日本では、2011 年度と 2010 年度に蒸し豚が原因のヒトのサルモネラ
食中毒事例が発生しているが［33］、豚肉を原因としたヒト食中毒事例は少
なく、豚肉からの Salmonella 分離率も 1~3%と低い値を示している［34］。
一方、EU 諸国では 1990 年代に発生したヒトのサルモネラ食中毒の 20%程
度が豚肉の喫食と関係あるとされていたが、近年は農場段階から食卓まで全
ての段階で食中毒対策に取り組む“Farm to Table”のを実践することで、
ヒト食中毒の発生を低下させており［18］、農場での Salmonella コントロ
ールがヒト食中毒にも有効であることが示されている。そこで、本章では
Salmonella の中でも、豚とヒトの両方で注目される S. Typhimurium を用
いた感染系の確立を目指した。  
 現在報告されている豚を用いた Salmonella 感染試験の多くは、肥育期の
豚を対象としている。その背景には、EU 諸国では養豚場で下痢を伴う豚
Salmonella 症 が 殆 ど 発 生 し て い な い こ と も あ り 、 養 豚 場 に お け る
Salmonella 対策が豚肉を介したヒト食中毒の予防に主眼が置かれており、
生産現場においては出荷豚の Salmonella 陽性率を低下させることが求めら
れているためである。そのため、農場において症状を伴わず糞便に間欠的に
Salmonella を排泄する不顕性感染豚による豚群内での Salmonella 感染拡
大を予防する方法が研究、提案されている。特に出荷豚の Salmonella 陽性
率に直接関係する肥育期間中の豚群内での Salmonella 感染拡大の予防法に
ついて多くの提案がなされている [35-37]。それらの提案の中には、豚を用
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い た 感 染 試 験 で 出 荷 豚 や 肥 育 豚 を 対 象 に 下 痢 を 伴 わ な い 不 顕 性 の 豚
Salmonella 感染を再現した報告もある。それら豚を用いた感染試験の中で、
豚の Salmonella 感染は感染菌数が多いほど臨床症状が強く発現し、糞便中
の菌数も多くなることが示唆されている [38、39]。豚群内での Salmonella
の感染が主に糞口感染によることから、豚群内における Salmonella 感染拡
大の予防には糞便中の菌数を減少させることが重要であると考えられてい
る。  
一方、我が国では下痢を伴う豚 Salmonella 症が発生しており [16]、その
好発時期が離乳後であることから、EU 諸国の取り組みとは別に、離乳期の
臨床症状を伴った Salmonella 症の対策を提案する必要がある。過去に離乳
豚を用いた感染系も報告されているが [39]、糞便に含まれる Salmonella 数
を測定した情報は少なく、特に下痢や軟便等の糞便性状とそれらに含まれて
いる Salmonella 数についての調査は全く行われていない。そこで本試験で
は、糞便中に含まれる菌数を定量し、糞便性状との関連を調査することで、
今後の抗菌剤代替物質の評価を行う際に糞便中の Salmonella 数が指標とな
りうるかも合わせて調査した。  
 
【材料と方法】  
 
1．供試菌株の選抜  
 
 供試豚：21 日齢あるいは 22 日齢の SPF 豚 20 頭を当所に導入し、馴致期
間中に糞便検査により Salmonella 陰性を確認し、試験に供試した。  
 
 供試菌株：それぞれ異なる野外養豚場から分離された S. Typhimurium-5 
(ST-5)株、S. Typhimurium-8 (ST-8)株  、S. Typhimurium-64 (ST-64)株  お
よび S. Typhimurium-116 (ST-1116)株それぞれに当所でリファンピシン耐
性を付与し、ST-5 Rifr 株、ST-8 Rifr 株、ST-64 Rifr 株および ST-116 Rifr
株として供試した。  
接種菌の菌液調整では各株を DHL 寒天培地（栄研化学株式会社、東京）
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にそれぞれ発育させ、発育した各株の単一コロニーを 200mL の SCD 液体
培地にそれぞれ接種し 37℃で 5 時間振盪培養した後に、培養液の菌濃度を
PBS で調整し、最後に等量の 20% Skim Milk と混合して接種菌液として供
試した。  
 
 感染試験：供試豚を導入時に各区 5 頭の 4 区（ST-5 株区、ST-8 株区、ST-64
株区および ST-116 株区）に分け、5 日間の馴致期間を経た 26 日齢あるいは
27 日齢時に、4 区それぞれに異なる S. Typhimurium 株を経口で接種した。
具体的には、ST-5 株区では ST-5 Rifr 株を 1 頭あたり 4.1×109CFU/mL を
10mL、ST-8 株区では ST-8 Rifr 株を 1 頭あたり 2.6×109CFU/mL を 10mL、
ST-64 株区では ST-64 Rifr 株を 1 頭あたり 2.0×109CFU/mL を 10mL、
ST-116 株区では ST-116 Rifr 株を 1 頭あたり 2.0×109CFU/mL を 10mL そ
れぞれ経口で接種した。  
観察期間中は臨床症状の観察を毎日行い、糞便性状のスコア化および糞便
の採取を随時実施した。体温測定として直腸温度の測定を毎日実施した。剖
検は経時的に実施し、接種後 3 日目、7 日目および 14 日目に各区からそれ
ぞれ 1 頭、2 頭および 2 頭を無作為に選抜し剖検に供試した。  
  
2．接種菌数の検討  
 
 供試豚：28 日齢の SPF 豚 15 頭を当所に導入し、馴致期間中に糞便検査
および血清を用いた抗体検査によって Salmonella 陰性であることを確認し、
供試した。  
 
 供試菌株：野外養豚場から分離され、上記「1．供試菌株の選抜」で選抜
された ST116Rifr 株を供試した。接種菌の菌液調整は「1．供試菌株の選抜」
と同様に実施した。つまり、DHL 寒天培地（栄研化学株式会社、東京）に
発育させた ST116Rifr の単一コロニーを 200mL の SCD 液体培地に接種し
37℃で 5 時間振盪培養した後に、その培養液の菌濃度を PBS で調整し、最
後に等量の 20% Skim Milk と混合して接種菌液として供試した。  
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感染試験：導入時に供試豚を各区 5 頭の 3 区（ST-9 区、ST-7 区および
ST-5 区）に分け、7 日間の馴致期間を経た 35 日齢時に 3 区それぞれに異な
る菌数の ST116Rifr を経口で接種した。具体的には、ST116Rifr を ST-9 区
では 1 頭あたり 3.2 ×108CFU/mL を 10mL、ST-7 区では 1 頭あたり 3.2×
106CFU/mL を 10mL および ST-5 区には 1 頭あたり 3.2×104CFU/mL を
10mL それぞれ経口で接種した。  
 観察期間中は臨床症状の観察を毎日行い、糞便性状のスコア化および糞便
の採取を随時実施した。体温測定として直腸温度の測定を毎日実施した。採
血は毎週実施した。観察期間中に著しい脱水症状や沈鬱が認められた際には、
ペントバルビタールを用いた安楽殺を施した。接種後 39 日目には耐過豚全
頭の剖検を実施し、主要臓器および腸管内容物を採取した。  
 
3．観察および検査項目  
 
 糞便性状のスコア化：糞便性状は随時スコア化して記録した。すなわち、
正常便をスコア 0、軟便をスコア 1、下痢便をスコア 2 とした。  
 
 糞便中および腸管内容物中の接種 S. Typhimurium 数の測定、増菌および
遅延二次増菌培養：観察期間中の糞便の採取は各個体から直接行い、糞便採
取後はすぐに接種 S. Typhimurium 数の測定を行った。菌数測定では糞便
1g を PBS で 10 倍段階希釈し、適切な希釈段階の糞便希釈液を 100μg/mL
リファンピシン含有 DHL 寒天培地（RFDHL）に塗抹し、37℃で 24 時間培
養後に発育したコロニー数を計測した。菌数測定で接種 S. Typhimurium が
検出されなかった検体については、引き続いて増菌培養を行った。増菌培養
では糞便 1g を 10mL の PBS で希釈した上記の糞便希釈液から 1mL 採取し、
それを 10mL のハーナ・テトラチオン酸塩培地（栄研化学株式会社）に接種
し、41.5℃で 24 時間培養後に RFDHL 寒天培地に塗抹し 37℃で 24 時間培
養し、コロニー形成の有無を観察した。菌数測定および増菌培養で S. 
Typhimurium が検出されなかった際には遅延二次増菌培養を実施した。遅
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延二次増菌培養では増菌培養で用いたハーナ・テトラチオン酸塩培地を増菌
培養終了後に室温で 1 週間静置した後に、培養液を 1mL 採取し、10mL の
ハーナ・テトラチオン酸塩培地に接種し、41.5℃で 24 時間培養した培養液
を RFDHL 寒天培地に塗抹し、37℃で 24 時間培養後に RFDHL 寒天培地で
のコロニー形成の有無を観察した。  
 剖検時に採取した腸管内容物についても同様に菌数測定、増菌培養および
遅延二次増菌培養を実施した。  
 
 各種臓器における S. Typhimurium の検出：剖検時には肝臓、肺、脾臓、
腎臓、腸間膜リンパ節、空腸内容物および盲腸内容物を各 1g ずつ無菌的に
採取した。腸管内容物以外の各臓器は表面を火炎滅菌した後に、10mL のハ
ーナ・テトラチオン酸塩培地に懸濁し 41.5℃で 24 時間培養した。また、腸
内容物も同様に 10mL のハーナー・テトラチオン酸塩培地に懸濁し、41.5℃
で 24 時間培養した。臓器および腸内容物は培養終了後に培養液を RFEHL
培地に塗抹し、37℃で 24 時間培養し、コロニー形成の有無を観察した。発
育が観察されなかった際には、上記と糞便中の S. Typhimurium の遅延二次
増菌培養と同様に遅延二次増菌培養を実施した。  
 
 抗体測定：豚抗 O4 抗体を市販されている ELISA キット（SALMOTYPE 
Pig Screen, Labor Diagnostik, Leipzg, Germany）を用いて測定した。キッ
トの操作は全て使用説明書に従った。キットの説明書に従い、10 OD% 以
上を陽性とした。  
 
 統計処理：測定された S. Typhimurium 各株の菌数は対数変換し、検出限
界以下となった検体は 0 とした。菌数測定では S. Typhimurium が検出され
ず、増菌培養あるいは遅延二次増菌培養で S. Typhimurium が検出された検
体は一律に 102CFU/g として統計処理を行った。 S. Typhimurium 数は
Student’s t-test で有意差の判定を行った。また、体温測定では試験「1．供
試菌株の選抜」では各区の接種前 2 日間の体温と、試験「2．接種菌数の検
討」では各区接種前 5 日間の体温と Student’s t-test で比較して有意差を示
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した際に発熱とした。糞便性状のスコアは Mann-Whitney U-test で統計処
理を行った。特に記載のない場合には p<0.05 で有意差ありとした。  
 
【結果】  
 
1．供試菌株の選抜  
 
臨床症状：全区全頭で試験期間中に著しい臨床状態の悪化を示す個体は認め
られず、全頭が生残耐過した。  
ST-64 株区および ST116 株区では接種後 1 日目から糞便性状の悪化が認
められ、接種後 2 日目および 3 日目にはほぼ全頭で下痢が認められた。両区
とも接種後 5 日目以降は下痢が認められず、ST-116 株区では試験終了まで
接種後 12 日目を除く各観察日で 1~2 頭で軟便が観察されたが、ST-64 株区
では接種後 7 日目には全頭で正常便となり、その後は軟便の発現は散発的で
あった。一方、ST-5 株区および ST-8 株区では糞便性状の悪化は殆ど認め
られず、ST-5 株区で下痢および軟便が観察されたのは、接種後 3 日目に 1
頭が下痢を発現した 1 回のみであった（図 2、3）。  
 全区で接種翌日から体温上昇が見られたが、ST-8 株区では発熱には至ら
なかった。一方、ST-5 株区では接種後 1 日目から 3 日目に、ST-64 株区で
は接種後 1 日目から 4 日目にかけて、ST-116 株区では接種後 2 日目から 4
日目にかけて発熱が認められた（図 4）。各区とも接種後 1 週間以内に体温
上昇は収まった。  
 
糞便中の接種 S. Typhimurium 数の推移：接種後 1 日目から全区全頭の糞便
から S. Typhimurium が検出され、観察期間中には全頭の糞便から複数回
検出された。各区の平均 S. Typhimurium 数も接種後 1 日目には 1×
104CFU/g 以上となった（図 5）。各区の糞便中 S. Typhimurium 数の平均の
ピークは ST-5 株区では接種後 2 日目の 2.3×106CFU/g、ST-8 区では接種
後 1 日目の 2.7×104CFU/g、ST-64 株区では接種後 3 日目の 2.3×107CFU/g
および ST-116 株区では接種後 3 日目の 2.2×108CFU/g となった。  観察期
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間を通じて ST-8 株区は他の 3 区と比べて低い菌数で推移し、接種後 2 日目
には他の 3 区と、接種後 3 日目には ST-64 株区および ST-116 株区の両者と
有意差が示された。ST-5 株区の平均 S. Typhimurium 数は接種後 2 日目ま
では ST-64 株区および ST-116 株区と同程度を示したが、3 日目以降は低値
を示した。接種後 3 日目には ST-5 株区と ST116 株区間で有意差が示された。
ST-64 株区と ST-116 株区間では有意差は示されなかったが、全測定日で
ST116 株区の方が ST-64 株区よりも多い菌数を示した。  
 
各種臓器からの接種 S. Typhimurium の分離：接種後 3 日目、7 日目および
14 日目に剖検を実施し、各種臓器から接種菌の分離を試みたが、最も高率
に菌が分離されたのは各区とも接種後 7 日目であり、ST-5 株区、ST-64 株
区および ST-116 株区では 10 検体中 9 検体で陽性となったが、ST-8 株区は
10 検体中 3 検体のみが陽性となった（表 1）。接種後 14 日目には ST-5 株区、
ST-64 株区および ST-116 株区でも検出率が低下し、それぞれ 10 検体中 2
検体、3 検体および 3 検体が陽性となった。接種後 3 日目には ST-64 株区
および ST-116 株区では 5 検体中それぞれ 3 および 4 で陽性となり、ST-5
株区および ST-8 株区では両区とも 5 検体中 2 検体が陽性となった。  
 
2．接種菌数の検討  
 
臨床症状：全区に共通して下痢等の臨床症状は ST116Rifr 接種後 1 週間以内
に多く観察され、それ以降は回復する傾向にあった（図 6）。  
ST-9 区では著しい脱水症状と沈鬱を示したために ST116Rifr 接種後 3、4、
5 および 7 日目にそれぞれ 1 頭ずつに安楽殺が施され、観察期間を耐過した
のは 5 頭中 1 頭のみで、その 1 頭でも接種後 3 日目および 4 日目に下痢が
観察された。一方、ST-7 区および ST-5 区では全頭が観察期間を耐過した。
ST-7 区では接種後 3 日目に 2 頭および接種後 12 日目に 1 頭で下痢が観察さ
れ、全頭で軟便が観察された。ST-5 区では下痢は観察されなかったが、 5
頭中 4 頭で軟便が観察された。接種後 3 日目には ST-5 区と他の 2 区の間で
接種後 4 日目に ST-9 区と他の 2 区の間で糞便性状スコアで有意差が認めら
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れた。  
 体温は接種翌日から上昇し、ST-9 区では接種後 1、3 および 5 日目、ST-7
区では接種後 2 日目から 6 日目、ST-5 区では接種後 2 および 4 日目に発熱
が認められた（図 7）。  
 
抗体価の推移：ST-9 区では接種後 3 週目には耐過した 1 頭で抗体が陽性と
なった（図 8）。ST-7 区でも接種後 4 週目には 5 頭中 3 頭で抗体陽性となり、
39 日間の観察期間中に全頭で抗体陽性となった。一方、ST-5 区では接種後
5 週目でも 5 頭中 2 頭が抗体陽性となった。  
 
糞便中 ST116Rifr 数の推移：各区の糞便中の ST116Rifr 数は接種後 7 日目ま
でにピークとなり、ピーク時の糞便中 ST116Rifr 数は ST-9 区では 4.8×
108CFU/g、ST-7 区では 1.0×106CFU/g および ST-5 区では 3.2×104CFU/g
となった（図 9）。有意差は接種後 3 日目および 4 日目に 3 区間ともに認め
られ、接種後 6 日目には ST-9 区と ST-5 区の間で認められた。  
 
糞便性状毎の ST116Rifr 数：本試験では下痢便が ST-9 区および ST-7 区で
それぞれ 7 回と 3 回観察され、合計では 10 回観察された。一方、軟便は ST-9
区、ST-7 区および ST-5 区でそれぞれ 6 回、10 回および 9 回観察され、合
計では 25 回観察された。正常便は 92 回観察された。本試験で観察された
10 個の下痢便中に含まれていた ST116Rifr 数は平均で 1.0×108CFU/g とな
った（表 2）。一方、25 個の軟便中および 92 個の正常便中に含まれていた
ST116Rifr 数は、それぞれ 1.6×104CFU/g および 7.1×101CFU/g となり、
各糞便性状間で有意差が示された。また、正常糞便 95 検体中 5 検体におい
て ST116Rifr が 1×106CFU/g 以上検出された。  
 
剖検時臓器からの菌分離：観察期間中に安楽殺を施された個体では臓器から
高率に ST116Rifr が分離されたが、39 日間の観察期間を耐過した豚では肝
臓、肺、脾臓および腎臓からはほとんど分離されなかった（表 3）。一方、
扁桃、腸間膜リンパ節、空腸および盲腸内容物中からは耐過豚でも高率に
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ST116Rifr が分離された。耐過豚の試験期間中の糞便性状と剖検時の各種臓
器からの菌分離陽性率に関連は認められなかった。  
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図 2 S. Typhimurium 実験感染豚で再現された  
 
下痢便（左）および下痢発症豚で観察された発育不良（右）  
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図 4 S. Typhimurium 株接種後の体温の推移 
各区の平均体温を示す。各記号は●が ST-5 株区、▲が ST-8 株区、■が ST-64
株区および◆が ST-116 株区を示す。＊は各区の接種前体温との有意差
(p<0.05)を示す。  
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図 5 S. Typhimurium 株接種後の糞便中の  
S. Typhimurium 数の推移  
各区の平均糞便中 S. Typhimurium 数を示す。各記号は●が ST-5 株区、▲
が ST-8 株区、■が ST-64 株区および◆が ST-116 株区を示す。a, b は異符
号間で有意差 (p<0.05)を示す、接種後 3 日目は a と c および d、b と d で有
意差 (p<0.05)を示す。  
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図 7  S. Typhimurium 接種後の体温の推移  
各区の平均体温を示す。各記号は●が ST-9 区、▲が ST-7 区および■が ST-5
区を示す。＊は各区の接種前体温との有意差 (p<0.05)を示す。  
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図 8 S. Typhimurium 接種後の抗 O4 抗体価の推移  
各区の平均抗体価を示す。各記号は●が ST-9 区、▲が ST-7 区および■が
ST-5 区を示す。  
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区、▲が ST-7 区および■が ST-5 区を示す。a、b、 c は異符号間で有意差
(p<0.05)を示す。  
図 9  S. Typhimurium 接種後の糞便中の  
S. Typhimurium 数の推移 
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 糞便性状 下痢検体数
軟便
検体数
正常便 
検体数 
 検出限界以下   2 40 
 2     26 
 <2.0-≦3.0     4 
 <3.0-≦4.0   3 7 
 <4.0-≦5.0   3 5 
 <5.0-≦6.0   5 5 
 <6.0-≦7.0 2 4 5 
 <7.0-≦8.0 2 1   
 <8.0-≦9.0 4 1   
 <9.0-≦10.0 2     
 
平均±標準誤差 
(Log CFU/g) 8.01±1.08 4.20±2.27 1.85±2.01 
 有意差（p<0.05） a b c 
 
表 2 糞便性状別の S. Typhimurium 数  
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【考察】  
 
 本章では S. Typhimurium 感染系を確立するため、「1．供試菌株の選抜」
では異なる野外養豚場で分離された 4 株の S. Typhimurium を感染させ、豚
に対する病原性を比較した。具体的にはそれぞれ 1010CFU/頭程度を経口で
接種し、糞便性状の悪化と糞便中に排泄される接種 S. Typhimuirum 数等を
測定した。その結果、4 株の S. Typhimuirum 内の 2 株では供試豚に高率で
下痢が認められたが、残りの 2 株では糞便性状の悪化は殆ど認められなかっ
た。また、糞便中への S. Typhimurium の排菌数も、糞便性状を悪化させた
2 株の方が他の 2 株よりも高い値で推移した。近年の研究により Salmonella
の病原因子は 200 種類以上が報告されており [40]、S. Typhimurium は株毎
に病原性が異なっていることが知られている。例えば、Namimatsu らは死
亡に至る敗血症を引き起こす S. Typhimuirum は、病原性プラスミドを高率
に保有していることを報告している [41]。また、毒素、線毛および鞭毛もそ
の病原性の発現に関与することが報告されている [40]。本章の研究において、
S. Typhimurium 株間で豚における病態に違いが認められた事も、それぞれ
の株が保有するこれら病原因子が異なるためと考えられる。各株がどのよう
な病原因子を保有しているかについては、今後更なる研究が必要である。  
次いで 4 株の中で臨床症状が強く発現し、糞便中からも多量の菌の排泄が
認めれらた S. Typhimurium 株１株を用いて、適切な感染菌数を調査するた
め、S. Typhimurium の感染菌数を 3 段階に設定して豚に経口接種させた。
その結果、感染菌数が多いほど生残率、下痢や軟便等の糞便性状および発熱
が悪化することがわかった。豚での Salmonella 感染では感染菌数が多いほ
ど臨床症状が悪化することは以前から報告されており、今回の結果もそれら
を支持するものとなった [38、 42-44]。また、 Salmonella の感染菌数と
Salmonella の糞便中への排菌数も、感染菌数が多くなるほど糞便中へ排泄
される S. Typhimurium 数も多くなることが明らかとなり、これについても
過去の報告を支持するものとなった [42、44]。  
本試験により、今まで科学的な解析が十分に行われていなかった糞便性状
毎の糞便中 S. Typhimurium 数について解析することができ、糞便性状が悪
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化するほど糞便中の S. Typhimurium 数が多くなることを見出した。一方、
正常便の中にも 1×106CFU/g 以上の S. Typhimurium を含んでいる糞便が
認められた。Pires らによると、Salmonella 陽性の野外養豚場から出荷され
る不顕性感染豚の糞便中で、1×106CFU/g 以上の Salmonella が検出された
と報告している [45]。このことは、離乳豚および肥育豚が排泄している正常
便中にもまれに多量の Salmonella が含まれていることを示唆している。ま
た、Salmonella 感染を成立させるために必要な Salmonella 数について、5
× 102CFU/g 程 度 の S. Typhimurium が 含 ま れ て い る 糞 便 や [46]、 4×
102CFU/100cm2 の Salmonella で汚染されている環境で、Salmonella の感
染 が 成 立 す る と 報 告 さ れ て い る こ と か ら [47] 、 正 常 便 で も 豚 群 内 の
Salmonella 感染源となることが示唆された。このことは、Salmonella 陽性
の豚群内で Salmonella の感染拡大を予防するためには、野外養豚場におい
て、Salmonella 症による臨床症状の悪化を予防することと同時に、臨床症
状を示さない健康豚であっても、糞便中の Salmonella 数を低下させる取り
組みが重要であることを示唆している。  
 
【小括】  
 
本章では豚における S. Typhimurium 実験感染系を確立し、野外より分離
された ST116Rifr 株を 109CFU/頭程度経口感染させると下痢や著しい脱水
症状を示し、107CFU/頭程度経口感染させると下痢や軟便を示し、105CFU/
頭程度感染させると軟便程度の糞便性状等を示すことがわかった。また、感
染菌数が 105CFU/頭でも糞便中からは安定して ST116Rifr が検出され、糞便
性状により糞便に含まれる ST116Rifr 数が異なることも示唆された。今後、
本実験感染系において抗菌剤代替物質の評価を行う上で、臨床症状と共に糞
便中の菌数を測定することで、臨床症状を抑える効果と、豚群内での感染予
防効果を評価できるものと考えられた。  
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第三章  
 
 
豚サルモネラ・ティフィムリウム感染系を  
用いた乳酸添加飼料の評価  
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【諸言】  
 
 Salmonella は日本の養豚場の 22%から分離されたと報告されており［48］、
また下痢便を対象とした調査でも 19%の農場から分離されたと報告されてい
る［16］。Salmonella による下痢や軟便の発現は事故率の増加だけでなく、飼
養効率の悪化を招くこともあるため対策が必要で、一部養豚場では陰性化に成
功している［19、20］。  
Salmonella 陰性農場における Salmonella 対策は、まず第一に、導入豚、
ヒトおよび車両等を介した農場への Salmonella 侵入を防止するためのバイ
オセキュリティを確立することである [13]。一方、Salmonella 陽性農場では、
サルモネラ症の発症による事故豚の増加、下痢や軟便の発現による飼養効率
の悪化を防ぐことが必要となる。また、Salmonella 陽性農場では、Salmonella
陽性豚を出荷することにより、豚肉を介したヒト食中毒の発症のリスクがあ
るため、出荷豚の Salmonella 陽性率の低下に継続して取り組む必要がある。 
 下痢や死亡事故が見られる豚サルモネラ症の発生農場では、発症を抑える
ために抗菌剤の投与が一般的に行われている。しかし、薬剤耐性化した
Salmonella の出現が報告されており [49]、例えば S. Typhimurium DT104
のように 5 剤（アンピシリン、クロラムフェニコール、テトラサイクリン、
ストレプトマイシンおよびサルファ剤）に対して耐性を示すような、複数の
抗菌剤に対して耐性を示す多剤耐性化した Salmonella も国内養豚場から分
離されている [50、51]。そのため、養豚場の中には通常使用している抗菌剤
では効果が認められなくなったため、第二次選択薬を使用する事例も認めら
れている。しかし、第二次選択薬であるフルオロキノロンや第三および第四
世代セファロスポリンに対しても耐性化したサルモネラも報告されるよう
になり [52、53]、抗菌剤代替物質が益々求められている。  
 一方、豚サルモネラ症の発症が認められていない Salmonella 不顕性感染
の養豚場においても、Salmonella 陽性豚の出荷による豚肉を介したヒトの
食中毒発症のリスクを回避するため、出荷豚の Salmonella 陽性率を下げる
ことが求められている [18]。出荷豚の陽性率をさげるためには、養豚場の豚
群内における Salmonella の伝播を抑える必要がある [30、54]。養豚場での
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Salmonella の伝播の主な経路は糞口感染であるが、感染菌数が少ない際に
は Salmonella の感染が成立しないこともある [46、47，55]。また、感染菌
数が少ないほど、感染後の臨床症状や糞便中に含まれる Salmonella 数が少
ないことが示唆されている [38、39]。これらのことから、不顕性感染豚群内
の Salmonella 陽性率を下げるためには、糞便中の Salmonella 数を減少させ
ることが重要な対策と考えられる。  
 以上のことから、Salmonella 対策に用いられる抗菌剤代替物質は、臨床
症状を伴う豚サルモネラ症の発症を抑えられることと、Salmonella 不顕性
感染豚の糞便中への排菌数を低下させられることが重要と考えられる。これ
までに、豚 Salmonella 対策の抗菌剤代替物質として幾つかの候補が提案さ
れており、その中にはプロバイオティクス [56]、有機酸 [30、39]、ハーブ類
[57]や発酵飼料などがある [58]。中でも本研究では、Jorgensen らが飼料に
2.8%添加した結果、Salmonella 陽性農場での陽性率を低下させたと報告し
ている有機酸の一種である乳酸 [30]に着目し、第二章で確立した感染系でそ
の効果について評価した。  
 
【材料と方法】  
 
供試豚：21 あるいは 22 日齢の SPF 豚 20 頭を当所に導入した。導入豚は
馴致期間中に糞便からの Salmonella 分離を試み、Salmonella 陰性であるこ
とを確認した後に試験に供試した。  
 
 供試菌株：本研究の第二章「豚サルモネラ・ティフィムリウム感染系の確
立」で選抜された、野外から分離された S. Typhimurium 116 株にリファン
ピシン耐性を付与した S. Typhimuirum 116 Rifr 株（ST116Rifr 株）を供試
した。第二章で示したように、ST116Rifr 株は豚に 1 頭あたり 107CFU を経
口接種することで下痢・軟便を発現し、105CFU を経口接種することで軟便
を発現する。また、どちらの感染菌数においても ST116Rifr 接種後の糞便か
らは安定して ST116Rifr が検出される。  
 接種菌液の調整も第二章「豚サルモネラ・ティフィムリウム感染系の確立」
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と同様に行った、すなわち、DHL 寒天培地（栄研化学株式会社、東京）に
発育させた ST116Rifr の単一コロニーを 200mL の SCD 液体培地に接種し
37℃で 5 時間振盪培養し、その後培養液の菌濃度を PBS で調整し、最後に
等量の 20% Skim Milk と混合して接種菌液として供試した。  
 
 感染試験：導入時に供試豚を各区 5 頭の 4 区（LA-hiST 区、LA-loST 区、
C-hiST 区および C-loST 区）に分け、LA の 2 区では導入時から試験終了ま
で市販飼料に乳酸を 2.8%添加した乳酸添加飼料を給与した。一方、C の 2
区では導入時から試験終了まで市販飼料を給与した。馴致期間が終了した
51 あるいは 52 日齢時に ST116Rifr を hiST の 2 区では 1 頭あたり 5.6×
106CFU/mL を 10mL 経口で接種し、 loST の 2 区では 1 頭あたり 5.6×
104CFU/mL を 10mL 経口で接種した。  
 観察期間中は臨床症状の観察を毎日行い、糞便性状のスコア化および糞便
の採取を随時実施した。観察期間中に著しい脱水症状や沈鬱が認められた際
には、ペントバルビタールを用いた安楽殺を行った。接種後 21 日目には耐
過豚全頭の剖検を実施し、主要臓器および腸管内容物を採取した。  
 
 糞便性状のスコア化：糞便性状はスコア化して記録した。すなわち、正常
便をスコア 0、軟便をスコア 1、下痢便をスコア 2 とした。  
 
 糞便中および剖検時の腸管内容物中の S. Typhimurium 116Rifr 数の測定、
増菌および遅延二次増菌培養：観察期間中の糞便は各個体から直接採取し、
採取後すぐに ST116Rifr 数の測定を行った。菌数測定では糞便 1g を PBS で
10 倍段階希釈し、適切な希釈段階の糞便希釈液を 100μg/mL リファンピシ
ン含有 DHL 寒天培地（RFDHL）に塗抹し、37℃で 24 時間培養した後に発
育したコロニー数を計測した。その後、菌数測定で ST116Rifr が検出されな
かった検体について増菌培養を行った。増菌培養では糞便 1g を 10mL の
PBS で希釈した上記糞便希釈液から 1mL 採取し、それを 10mL のハーナ・
テトラチオン酸塩培地（栄研化学株式会社）に接種し、41.5℃で 24 時間培
養後に RFDHL 寒天培地に塗抹し 37℃で 24 時間培養後に、コロニー形成の
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有無を観察した。菌数測定、増菌培養で ST116Rifr が検出されなかった際に
は遅延二次増菌培養を実施した。遅延二次増菌培養では増菌培養で用いたハ
ーナ・テトラチオン酸塩培地を増菌培養終了後に室温で 1 週間静置した後に、
培養液を 1mL 採取し、10mL のハーナ・テトラチオン酸塩培地に接種し、
41.5℃で 24 時間培養した培養液を RFDHL 寒天培地に塗抹し、37℃で 24
時間培養後に RFDHL 寒天培地でのコロニー形成の有無を観察した。。腸管
内容物は上記の糞便中の ST116Rifr の測定と同様に、ST116Rifr 数の測定、
増菌培養および遅延二次増菌培養を実施した。  
 
 臓器からの S. Typhimurium116Rifr の分離：剖検時には肝臓、肺、脾臓、
腎臓、扁桃、腸管膜リンパ節、回腸内容物および盲腸内容物をそれぞれ 1g
ずつ無菌的に採取し、腸管内容物以外の各臓器は表面を火炎滅菌した後に、
10mL のハーナ・テトラチオン酸塩培地に懸濁し 41.5℃で 24 時間培養した。
培養終了後の培養液は RFDHL に塗抹し、37℃で 24 時間培養後にコロニー
形成の有無を観察した。コロニー形成が観察されなかった際には、上記と同
様に遅延二次増菌培養を実施した  
 
統計処理：測定された ST116Rifr 数は対数変換し、検出限界以下となった
検体は 0 とした。菌数測定では ST116Rifr が検出されなかったが、増菌培養
あるいは遅延二次増菌培養で ST116Rifr が検出された検体は 100CFU/g とし
て統計処理を行った。ST116Rifr 数は Student’s t-test で有意差の判定を行
った。また、ST116Rifr 接種前 5 日間の体温と比較して優位差を示した際に
発熱とした。糞便性状のスコアは Mann-Whitney U-test で有意差判定を行
った。特に記載のない場合には p<0.05 で有意差ありとした。  
 
【結果】  
 
臨床症状：LA-hiST 区では下痢・軟便等の糞便性状の悪化は認められな
かったが、C-hiST 区では接種後 2 日目から軟便が観察され、接種後 6 日目
には 5 頭中 4 頭で下痢が観察され、接種後 9 日目に 1 頭で軟便が観察され
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た以降は、下痢および軟便は観察されなかった。6 日目および 7 日目には
LA-hiST 区と C-hiST 区間で有意差が認められた（図 10）。一方、LA-loST
および C-loST では糞便性状の悪化は散発的であった。  
 LA-hiST 区では体温上昇は認められなかったが、C-hiST 区では接種後 2
から 9 日目にかけて発熱が認められた（図 11）。一方、LA-loST 区では体温
上昇は認められなかったが、C-loST 区では接種後 5 から 8 日目にかけて発
熱が認められた。  
 
糞便中 S. Typhimurium 116Rifr 数の推移：糞便中 ST116Rifr のピーク時
の菌数は LA-hiST 区では接種後 2 日目の 3.2×101CFU/g、C-hiST 区では接
種後 3 日目の 1.3×105CFU/g となり、接種後 3、12 および 16 日目に LA-hiST
区と C-loST 区間で有意差が認められた（図 12）。一方、LA-loST 区のピー
ク時の糞便中 ST116Rifr 数は接種後 7 日目の 2.5CFU/g で、C-loST 区では
接種後 9 日目がピークで 1.3×104CFU/g となり、接種後 6、7、9 および 12
日目に LA-loST 区と C-loST 区間で有意差が認められた。  
 
 剖検時臓器および腸管内容物からの S. Typhimurium 116Rifr の分離：接
種後 21 日目に実施した剖検では肝臓、肺、脾臓および腎臓からは C-loST
区の肝臓の 1 検体のみで ST116Rifr が検出された（表 4）。一方、扁桃、腸
管膜リンパ節、空腸内容物および盲腸内容物中からは全区で ST116Rifr が検
出された。LA-hiST 区、C-hiST 区、LA-loST 区および C-loST 区の空腸内
容物からの ST116Rifr の検出率はそれぞれ 20％、80％、40％および 80％と
なり、盲腸内容物からの ST116Rifr の検出率は 80%、100%、40%および 80%
となった。盲腸内容物中の ST116Rifr 数では LA-hiST の方が C-hiST より少
なく、有意差が認められた。  
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【考察】  
 
 本章では、第二章「豚サルモネラ・ティフィムリウム感染系の確立」で確
立された S. Typhimurium 感染系を用いて 107CFU/頭の経口接種により下
痢を伴う豚サルモネラ症を再現し、また 105CFU/頭の経口接種で糞便性状
の悪化等の臨床症状は軽度だが安定した排菌が認められる Salmonella 不顕
性感染を再現した。  
 今回、我々は豚 S. Typhimurium 感染系で不顕性感染を再現し、その感染
系において 2.8%乳酸添加飼料により糞便中の Salmonella 陽性率が下がる
ことを確認した。Jorgensen らは、Salmonella の不顕性感染が確認されて
いる野外養豚場において、乳酸 2.8%添加飼料を給与することで、糞便中の
Salmonella 陽性率が低下することを報告した [30]。我々はさらに糞便中に
排泄される S. Typhimurium 数は乳酸無添加の対照飼料と比べて乳酸添加
飼料の方が優位に減少しており、ピーク時でも 1×101CFU/g 以下と豚群内
の Salmonella 伝播に必要と報告されている 1×103CFU/g 以下にまで菌数を
低 下 し た こ と を 示 し た [46]。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 2.8%乳 酸 添 加 飼 料 が
Salmonella 不顕性感染豚群内の Salmonella 感染拡大防止に有効であるこ
とが示唆された。  
 一方、S. Typhimuirum 感染系で再現された下痢を伴う豚サルモネラ症に
おいても 2.8%乳酸添加飼料では下痢の発現が認められず、S. Typhimurium
感染による糞便性状の悪化を改善することが示唆された。第二章「豚サルモ
ネラ・ティフィムリウム感染系の確立」で示されたように、S. Typhimurium
による糞便性状の悪化には糞便中の S. Typhimurium 数の増加を伴うが [59]、
本研究では 2.8%乳酸添加飼料が糞便中の S. Typhimurium 数を低下させる
こと、盲腸における S. Typhimurium 数を低下させることが示された。これ
らのことから、乳酸添加飼料には腸管内での S. Typhimurium の増殖を抑制
する効果があり、それらが糞便性状の悪化等の臨床症状発現の軽減につなが
るものと考えられた。  
乳酸の殺菌作用は、pH3.7 の環境中では 3 時間で 1/100 まで Salmonella
を減少させ、pH4.0 の環境中では 3 時間で 1/10 まで Salmonella を減少さ
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せるが、pH4.4 の環境中では殺菌作用は発揮されない [60]。豚の胃の pH は
3.82-4.07 と報告されており [61]、胃では乳酸の殺菌作用が発揮される環境
にあることが示唆されている。しかし、胃を通過した後の乳酸については、
給与された乳酸は腸管に移行すると、すばやく酢酸、プロピオン酸、ギ酸に
変換されるとの報告や [62]、乳酸は Salmonella の病原性に関与する遺伝子
の発現に影響を与えることで鶏での感染防止に効果が認められたとの報告
もある [63]。さらに、Salmonella 感染は腸内菌叢の変化の影響も受けると
報告されており [56]、飼料に添加された乳酸の作用機序の詳細については今
後の更なる研究が必要となる。  
 豚サルモネラ対策には、環境中の Salmonella 数を減らす飼養環境の改善
やオールアウトの実施などと併せて、豚の体内における Salmonella の増殖
を抑制する取り組みが必要となる。豚体内の Salmonella の増殖を抑制する
には、現時点では、豚にストレスをかけないことと併せて [64]、抗菌剤の使
用は避けられない。しかしながら近年の Salmonella 対策の報告では、飼養
環境の改善と併せて、生菌剤等の使用が報告されており、抗菌剤代替物質の
使用が広まりつつある [20]。本章では、2.8%乳酸添加飼料がそれら代替物質
の一つとして豚 Salmonella 対策に応用できることを示唆するデータが得ら
れた。また、第二章で確立した豚 S. Typhimuirum 感染系が抗菌剤代替物質
の評価に応用できることも示され、その有用性が大いに期待された。  
 
【小括】  
 
 豚 S. Typhimurium 感染系を用いて 2.8%乳酸添加飼料の評価を行った。
その結果、臨床症状を伴う豚サルモネラ症を再現した感染系では 2.8%乳酸
添加飼料が糞便性状の悪化を抑制し、糞便中への Salmonella 排菌数も減少
させることが明らかとなった。また、Salmonella 不顕性感染を再現した感
染系でも糞便中への Salmonella 排菌数を減少させることが明らかとなった。 
 これらの結果から、第二章で確立した豚 S. Typhimurium 感染系が、抗菌
剤代替候補物質の評価に応用できることが示唆された。また、乳酸添加飼料
が Salmonella に対する抗菌剤代替物質として活用できることも示唆された。 
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【緒言】  
大腸菌による感染症はヒト、豚、牛など多くの宿主で発生し、その病態は
下痢、毒血症、敗血症および尿路感染などと多様である［14］。豚における
大腸菌症は感染や発症機序の違いから、腸管感染症である下痢症（新生期下
痢症、離乳後下痢症）およびエンテロトキセミア（浮腫病、脳脊髄血管症）、
全身感染症である敗血症、局所感染である子宮内膜炎等に分けられる。これ
らの原因となる大腸菌はそれぞれ異なる病原因子を保有する特定の大腸菌
株で、例えば下痢を起こす大腸菌の 1 種である毒素原性大腸菌（ETEC）で
は付着因子と下痢原性毒である易熱性エンテロトキシン（LT）や耐熱性エ
ンテロトキシン（ST）の両方あるいは片方を保有していることが知られて
いる。  
我が国では、哺乳豚や離乳豚の下痢便から頻繁に ETEC が分離されてお
り［22］、多くの農場で問題となっている［65］。ETEC による下痢が発症
すると事故率の増加や飼養効率の悪化が認められ、経済的な損害を与えるた
めに対策を行う必要がある［14］。  
ETEC 対策として、新生期下痢症では飼養環境の改善と併せて抗菌剤の注
射、移行抗体を介して子豚を守るための母豚へのワクチン接種等が行われて
いる [66]。一方、離乳後下痢症でも飼養環境の改善と併せて、抗菌剤の飼料
添加や注射が行われており［67］、大腸菌症対策では抗菌剤が広く使われて
いる。しかし、抗菌剤の使用による薬剤耐性菌の問題や [68]、抗菌剤の使用
量がより少ない畜産物を求める消費者からの要望もあり、抗菌剤の使用には
厳しい目が向けられている。特に、薬剤耐性菌の問題では複数の抗菌剤に対
して耐性を持つ多剤耐性の ETEC の出現や [23、69]、豚由来の薬剤耐性菌
がヒトへ伝播することによるヒトの健康リスクの増大も危惧されており、各
国で重要な問題となっており、抗菌剤に頼らない、抗菌剤代替物質による対
策が求められている。  
これらを背景として、ETEC 対策に応用できる抗菌剤代替物質の研究が活
発に行われており、その候補物質として有機酸 [31、70]、生菌剤 [71]および
鶏卵抗体 [72、73]、亜鉛 [74]等の活用が報告されており、実際に養豚場で応
用されている資材もある [31、70、75]。しかし、これら資材の中で養豚場に
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おいても安定した効果を示している資材は少ない［26、27］。その理由の一
つとしてそれら資材の開発段階で対象動物である豚に対応した評価が十分
に行われていないことが挙げられ、特に豚を用いた大腸菌感染対策での評価
は遅れている。  
そこで、本研究では抗菌剤代替物質の評価に適した豚大腸菌感染系の確立
を目指すこととした。豚大腸菌感染系は過去にも報告されているが、離乳豚
を用いた大腸菌感染系は再現性が難しいことが知られており、離乳豚での安
定した感染系を確立するために感染時に胃酸中和剤の給与や [76]、接種大腸
菌を胃を通過させるための腸溶性カプセルで覆ったり [77]、感染前に豚にス
トレスを与える等が行われている。また、離乳豚の豚大腸菌感染の発症には
腸内菌叢が関与することも報告されており [78]、安定した豚大腸菌感染症を
確立するには感染豚の腸内菌叢も考慮する必要がある。本研究が目指してい
る、抗菌剤代替物質の評価に応用できる豚大腸菌感染系では、胃酸中和剤や
豚にストレスを与える等の処理を避ける必要がある。そのことから、離乳豚
ではなく哺乳豚を用いた豚大腸菌感染系の確立を目指した。  
一方、哺乳豚の大腸菌症は移行抗体で防御できることが知られており [66]、
安定した感染系を確立するには、移行抗体を接種していない豚を供試する必
要がある。  
そこで、本研究では移行抗体を接種しておらず、腸内菌叢の影響も排除で
きるように、帝王切開で作出し、初乳を摂取していない cesarean-derived, 
colostrum-deprived （CDCD）豚を供試することで安定した豚大腸菌感染
系の確立を目指した。  
 
【材料と方法】  
 
 1． in vitro での菌株の選抜  
 
 供 試 菌 株 ： 野 外 よ り 分 離 さ れ 、 当 所 に 保 存 さ れ て い た 溶 血 性 大 腸 菌
（Enterotoxigenic Escherichia coli; ETEC）13 株それぞれのリファンピシ
ン（Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan）耐性株を当所
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で選択し、リファンピシン耐性溶血性大腸菌 13 株を供試した。リファンピ
シン耐性株の選択は具体的には、リファンピシンを 100μg/mL の濃度に含
む DHL 寒天培地（Eiken Chemica, Co., Ltd., Tokyo, Japan）に供試菌株を
それぞれ濃厚に塗抹し、37℃で 24 時間培養し、それぞれの株で発育してき
たコロニーをリファンピシン耐性株として供試した。  
 
Ｏ抗原の検出：O8、O9、O20、O21、O45、O64、O101、O115、O138、
O139、 O141、 O147、 O149、 O153 及び O157 の 15 種類の抗 O 血清
（ Laboratorio de Referencia de E. coli 、 University of Santiago de 
Compostela, Santiago, Spain）を用いて定法に従い実施した。  
 
付着因子の検出：毒素原性大腸菌線毛抗血清「生研」（Denka Seiken Co., Ltd. 
Tokyo, Japan）を用いて定法に従い実施した。  
 
LT の検出：大腸菌易熱性エンテロトキシン検出用キット「コリスト EIA」
（Denka Seiken Co., Ltd.）を用いて定法に従い実施した。  
 
ST の検出：大腸菌耐熱性エンテロトキシン検出用キット「 VET-RPLA」
（Denka Seiken Co., Ltd.）を用いて定法に従い実施した。  
 
病原因子遺伝子の検出：付着因子の F4ab、F4ac および F4ad[79]、毒素の
LT、ST および Vero Toxin の遺伝子検出を PCR 法にて実施した [80]。  
 
 2．豚を用いた供試菌株の選抜  
 
 供試豚：1 頭の母豚より作出された CDCD 豚 7 豚を供試した（図 13）。供
試豚は作出日から 2 区（EC389 区および BD2699 区）に区分けされ、各区
別の部屋で単飼のケージで飼育された。  
 
 供試菌株：｢1． in vitro での菌株の選抜｣で選抜されたリファンピシン耐
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性の毒素原性大腸菌（ETEC）EC389Rifr 株および BD2699Rifr 株の 2 株を
供試した。  
 接種菌の菌液調整では、それぞれの株を SCD 寒天培地で培養し、発育し
てきたコロニーを Minca ISO vitalex 寒天培地（BBL Microbiology Systems 
Cookeysville, Md）に塗抹し、 37℃で一晩培養した。その後、Minca ISO 
vitalex に発育してきたコロニーを掻き取り生理食塩水に懸濁し、生理食塩
水を用いて菌濃度を調整した後に接種菌液として供試した。  
 
 供試飼料：抗菌性飼料添加物および機能性飼料原料が添加されていない試
験用代用乳飼料「SPF-LAC」（Borden Inc., Norfolkk, VA）を作出当日から
試験終了時まで給与した。  
 
 感染試験：4 日齢時の供試豚に EC389 区（n=4）には EC389Rifr 株を、
BD2699 区（ n=3）には BD2699Rifr 株を、それぞれ 1 頭あたり 5.4×
108CFU/mL を 10mL および 3.2×108CFU/mL を 10mL 経口で接種した。  
 観察期間中は臨床症状の観察を毎日行い、糞便性状のスコア化と糞便の採
取も毎日行った。観察期間中に著しい脱水や食欲不振が認められた際には、
ペントバルビタールを用いた安楽殺を施した。接種後 7 日目に耐過豚全頭の
剖検を実施し、主要臓器および腸内容物を無菌的に採取した。  
 
3．観察および検査項目  
 
 糞便性状のスコア化：糞便性状はスコア化して記録した。すなわち、正常
便をスコア 0、軟便をスコア 1、下痢便をスコア 2 とした。  
 
 糞便中および消化管内容物中の接種 ETEC 数の測定：観察期間中の糞便
の採取は各個体から直接行った。糞便は採取後すぐに接種 ETEC の菌数測
定に供試した。菌数測定では糞便 1g を PBS で 10 倍段階希釈し、適切な希
釈段階の糞便希釈液を 100μ g/mL リファンピシン含有 DHL 寒天培地
（RFDHL）に塗抹し、37℃で 24 時間培養した後に発育したコロニー数を
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計測した。  
 
 各種臓器における ETEC の分離：剖検時には全頭から肺、肝臓、心臓、
腎臓、脾臓、扁桃、腸間膜リンパ節および脳を無菌的に採取し、観察期間中
に安楽殺を施した個体からは上記の部位に加えて血液を無菌的に採取した。
採取した血液以外の臓器は表面を火炎滅菌した後に各臓器検体の中央部で
切断し、その割面を RFDHL 寒天培地に押し付け、37℃、24 時間培養後の
コロニーの発育の有無で判定を行った。血液は直接 RFDHL 寒天培地に塗抹
し、37℃、24 時間培養後のコロニーの有無で判定を行った。  
 
4．豚を用いた接種菌数の検討  
  
供試豚：2 頭の母豚より作出された CDCD 豚 18 頭を供試した。供試豚は
作出日に 4 区（ETEC-4、ETEC-6、ETEC-8 および陰性対照区）に区分け
され、各区はそれぞれ別の部屋で、単飼用のケージで飼育された。  
 
 供試菌株：「1． in vitro での菌株の選抜」および「2．豚を用いた供試菌
株 の 選 抜 」 で 選 抜 さ れ た リ フ ァ ン ピ シ ン 耐 性 を 有 す る 毒 素 原 性 大 腸 菌
EC389Rifr 株を供試した。  
 接種菌の菌液調整は｢2．豚を用いた供試菌株の選抜｣と同様に行った、す
なわち EC389Rifr 株を SCD 寒天培地で培養し、発育してきたコロニーを
Minca ISO vitalex 寒天培地（BBL Microbiology Systems Cookeysville, Md）
に継代、塗抹し、37℃で一晩培養した。その後、Minca ISO vitalex に発育
してきたコロニーを掻き取り生理食塩水に懸濁し、菌濃度を調整した後に接
種菌液として供試した。  
 
 供試飼料：抗菌性飼料添加物および機能性飼料原料が添加されていない試
験用飼料「SPF-LAC」（Borden Inc., Norfolkk, VA）を作出当日から試験終
了まで供試した。  
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感染試験：供試豚は 4 日齢時に供試菌株である EC389Rifr 株を経口で接種
され、ETEC-8 区（n=4）では 1 頭あたり 4.3×108CFU、ETEC-6 区（n=5）
では 1 頭あたり 4.3×106CFU、ETEC-4 区（n=5）では 1 頭あたり 4.3×
104CFU を経口で接種され、陰性対照（n=4）には生理食塩水を接種した。  
 観察期間中は臨床症状の観察を毎日行い、糞便性状のスコア化および糞便
の採取は随時実施した。観察期間中に著しい脱水や沈鬱頭が認められた際に
は安楽殺を実施した。接種後 14 日目には耐過豚全頭の剖検を実施し、腸管
内容物を採取した。  
 
 糞便性状のスコア化：糞便性状は随時スコア化して記録された。つまり、
正常便をスコア 0、軟便をスコア 1 および下痢便をスコア 2 とした。  
 
 糞便中および腸管内容物中の E.Coli 389Rifr 数の測定：観察期間中の糞便
の採取は各個体から直接行った。糞便中の EC389Rifr 数の測定では、糞便
1g を PBS で 10 倍段階希釈し、適切な希釈段階の糞便希釈液を 100μg/mL
リファンピシン含有 DHL（RFDHL）に塗抹し、37℃で 24 時間培養後に発
育したコロニー数を計測した。  
 
【結果】  
 
1． in vitro での菌株の選抜  
 
供試菌株の選抜：対象とした 13 株の内、付着因子は 12 株で F4（K88)の発
現および遺伝子が保持されていることが確認され、残りの 1 株は F5 の発現
が確認された（表 5）。LT の遺伝子は 12 株で保有されており、その内の 2
株で発現が認められた。一方、ST は STⅠ遺伝子が 5 株で、STⅡ遺伝子が
12 株で保有されており、STⅠ遺伝子およびⅡ遺伝子の両方を保有していた
4 株の内の 1 株で ST の発現が確認された。13 株全てで VT 遺伝子の保有は
認められなかった。  
 本試験では、凝集因子の F4 の発現が認められ、毒素として LT の発現が
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認められた EC389Rifr 株および EC412Rifr 株の 2 株の内 STⅠおよび STⅡ
両方の遺伝子の保有が認められた EC389Rifr 株と、F4 の発現が認められ、
ST の発現および LT 遺伝子の保有も認められた BD2699Rifr 株の 2 株を豚を
用いた感染試験に供試し、最終選抜を実施することとした。  
 
2．豚を用いた供試菌株の選抜  
 
臨床症状：EC389 区では安楽殺を実施したのは、接種後 1 日目の 1 頭のみ
であったが、BD2699 区では接種後 2 日目に 3 頭中 2 頭の安楽殺を実施した。 
糞便性状の悪化については接種後 8 時間目には EC389 区および BD2699
区でそれぞれ 4 頭中 3 頭および 3 頭中 2 頭で軟便が観察された（図 14-15）。
接種後 1 日目には EC389 区で 3 頭中 2 頭が下痢を発現し、BD2699 区では
全頭で下痢が観察され。両株とも ETEC 接種後 1 日目には糞便性状の悪化
が認められた。接種後 1 日目以降は観察期間を通じて耐過豚全頭で継続して
下痢が観察された。  
  
 
糞便中の ETEC 数推移：接種後 8 時間目には EC389 区および BD2699 区の
両区全頭の糞便から接種 ETEC が検出され、糞便中にはそれぞれ 6.2×
107CFU/g および 2.5×108CFU/g の接種菌数が検出された（図 16）。その後
試験終了まで両区とも 108CFU/g 以上の接種菌が継続して検出された。観察
期間中を通じて両区に有意差は認められなかった。  
 
消化管各部位の ETEC 数：7 日間の観察期間を生残耐過した供試豚では十二
指腸では EC389 区および BD2699 区でそれぞれ 8.7×103CFU/g および 1.4
×107CFU/g の菌が検出された。空腸では 2.0×107CFU/g および 6.6×
107CFU/g の菌が検出され（図 17）、十二指腸および空腸で EC389 区の方が
BD2699 区より少ない菌数を示した。  
 本研究で臨床症状が著しく悪化したために安楽殺を施した EC389 区の 2
頭および BD2699 区の 1 頭の 3 頭では十二指腸で 2.0×108CFU/g の菌が検
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出され、空腸でも 6.6×108CFU/g の菌が検出された。安楽殺を施された豚
の十二指腸の ETEC 数は EC389 区の生残豚と比べて有意に多かった。  
 
各種臓器からの接種 ETEC の分離：EC389 区および BD2699 の耐過豚の肺、
肝臓、腎臓、脾臓、心臓および扁桃からは接種 ETEC は分離されなかった
が、EC389 区では 3 頭全頭の腸間膜リンパ節から分離された（表 6）。  
 一方、安楽殺を施された豚の肺、腎臓、扁桃からは接種 ETEC が分離さ
れ、さらに血液からも接種 ETEC が分離された。  
 
3．豚を用いた接種菌数の検討  
 
臨床症状：ETEC-6 区および ETEC-8 区では接種後 1 日目にそれぞれ 5 頭
中 4 頭および全頭で下痢を発現した（図 18）。一方、ETEC-4 区では接種後
1 日目では 5 頭中 1 頭で下痢が確認され、接種後 2 日目には全頭で下痢が確
認された。ETEC-8、ETEC-6 および ETEC-4 区では接種後 10 日目以降で
は糞便性状の改善が認められた。  
陰性対照区では接種後 2 日目に 4 頭中 2 頭で軟便が観察され、その後も
軟便が観察され続け、接種後 6 日目には全頭で下痢を発現した。接種後 7
日目以降では陰性対照区の糞便性状には改善が認められた。  
 
糞便中の E. coli 389Rifr 数の推移：糞便中の EC389Rifr 数は接種後 1 日目
には ETEC-6 区および ETEC-8 区で 108CFU/g まで増加した（図 19）。一方、
ETEC-4 区の糞便中 EC389Rifr 数が 108CFU/g まで増加したのは接種後 2 日
目であった。その後は試験終了まで全区で 108CFU/g 以上の菌数が検出され
た。  
陰性対照区では試験期間中を通じて糞便から EC389Rifr は検出されなか
った。  
 
剖検時腸管内容物中の E. coli 389Rifr 数：ETEC-4、ETEC-6 および ETEC-8
区の EC389Rifr 数は盲腸、結腸および直腸では 1×107CFU/g 以上となった
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（図 20）。一方、ETEC-8、6 および 4 区の 3 区全てで EC389rifr 数は回腸、
空腸、十二指腸と腸管上部に移行するに従い減少したが、区間で有意差は認
められなかった。  
 陰性対照区からは全ての腸管部位で EC389Rifr は検出されなかった。  
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図 13 CDCD 豚作出時の写真  
内部を滅菌したチャンバーを用意する（左上）。  
母豚とチャンバーを滅菌させ、母豚の術野を殺菌する（右上）。  
チャンバー内で子宮から子豚を取り出す（左下）。  
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図 14 ETEC 感染時の発症豚と下痢  
下痢発症豚の外観（左）  
発現した下痢便（右）  
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図 16 EC389Rifr および BD2699Rifr 接種時の  
糞便中接種 ETEC 数の推移  
●は EC389 区、▲は BD2699 区を示す。EC389Rifr 株あるいは BD2699Rifr 株を経口接
種した際に糞便中に排泄された接種菌の菌数を示す。  
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図 17 剖検時消化管各部位の EC389Rifr および BD2699Rifr 数  
バーは左が EC389 区、中央が BD2699 区、右が安楽殺豚を示す。  
a、b 異符号間で有意差あり（p<0.05）  
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図 19 EC389Rifr 接種時の糞便中接種 EC389Rifr 数の推移  
■は ETEC-4 区、▲は ETEC-6 区、●は ETEC-8 区、◇は陰性対照区を示す。EC389Rifr
株あるいを 108(ETEC-8 区 )、106(ETEC-6 区 )あるいは 104(ETEC-4 区 )CFU/頭経口接種
した際に糞便中に排泄された EC389Rifr 数の菌数を示す。  
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図 20 消化管各部位の EC389Rifr 数  
バーは左から ETEC-4 区、ETEC-6 区、ETEC-8 区を示す。  
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【考察】  
 
 本章では ETEC による下痢症の感染系を確立するために、当所に保存さ
れていた大腸菌株を対象に供試菌株の選抜を実施した。選抜され、その後の
感染試験に供試された EC389Rifr 株は付着因子である F4 遺伝子、下痢原性
毒である LT、STⅠおよび STⅡ遺伝子を保有し、それらの内 F4 および LT
の発現が確認された。Katsuda らが我が国の哺乳豚・離乳豚の下痢便から
分離した大腸菌を対象に行った調査では、付着因子と毒素の組み合わせで最
も多かったパターンが F4、LT、STⅠおよび STⅡ遺伝子を保有しているも
ので [22]、このパターンは本研究で感染試験に供試した EC389Rifr 株と同じ
であり、感染試験に供試した EC389Rifr 株が保有している付着因子および
毒素のパターンが野外養豚場に浸潤していることが示唆された。一方、当所
保存大腸菌株で最も多かった付着因子遺伝子および毒素遺伝子の保有パタ
ーンは F4、LT および STⅡを保有しているものであった。Katsuda らの報
告で示された付着因子遺伝子および毒素因子遺伝子の保有パターンが当所
保存菌株のそれと異なっていた理由としては、当所保存の大腸菌株が 13 株
と少なかったこと、Katsuda らと当所保存菌株では分離された時期、地域、
農場が異なっているためと考えられる。  
 豚を用いた大腸菌実験感染系では過去の報告と同様に接種後 1 日目ある
いは 2 日目から下痢の発現が認められ、さらに接種 8 時間後には糞便中への
排菌も確認された [81、82]。過去の哺乳豚を用いた大腸菌感染試験では 1 頭
あたり 108CFU/頭程度接種しているものが多く、本研究で供試した接種菌
数より著しく多い。本研究とそれら過去の報告では、初乳を摂取していない
点では一致する報告もある。しかし、哺乳豚の娩出方法が、本研究では帝王
切開で無菌的に行い、過去の報告では通常通りに母豚から分娩された点が異
なっている。過去の報告では分娩時に母豚や環境中の菌を取り込み腸内菌叢
が形成されたために、いわゆる競合排除のような現象が起き [83]、無菌的に
作出された哺乳豚と比較して、感染成立に多量の感染菌が必要となったと考
えられる。  
 過去の豚を用いた大腸菌感染系では感染菌数と臨床症状や糞便中に排泄
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される菌数についての報告は多くない。しかし、過去の報告では哺乳豚では
感染菌数が 108CFU/頭と比較的高濃度に接種している［84、85］。また、離
乳豚を用いた感染系でも 1010CFU/頭と高濃度の ETEC を接種していること
を考慮すると [86]、少ない接種菌数では感染が成立しないあるいは臨床症状
が認められなかったとも考えられる。一方、本研究では 104CFU/頭の ETEC
接種でも下痢が発現し、糞便中からも安定して ETEC が検出された。これ
は、本研究では CDCD 豚が用いられた影響と考えられるが今後更なる検討
が必要である。さらに、本研究では感染菌数を少なくすると臨床症状の発現
および糞便中への ETEC 排泄の遅延が示されたが、このことについても接
種 ETEC が少ないと ETEC が腸管内で発症レベルまで増殖するのに時間を
要したためとも考えられるが、更なる研究が必要となる。  
 本研究では感染豚の糞中への排菌数は 108CFU/g 程度で安定しており、過
去の報告では 1 週齢健康豚の糞便中でも 109CFU/g 程度の大腸菌群が排泄さ
れていることから［87、88］、発症豚でも糞便中の大腸菌数は著しく増加し
ていないことが示唆された。このことから、ETEC に対する抗菌剤代替物質
の効果を評価する際の指標として糞便中 ETEC 数は応用できないと考えら
れた。  
 剖検時の消化管各部位の ETEC 数も回腸より下部の消化管では安楽殺を
施した豚でも、耐過豚でも 108CFU/g から 109CFU/g 程度の ETEC が検出さ
れており差は認められなかった。一方、接種した ETEC の 2 株の内、死亡
頭数が少なかった EC389 株区では回腸より上部の消化管では ETEC 数が減
少したが、もう一方の BD2699 株区や安楽殺を施された豚では消化管上部
に向けて ETEC 数の減少は認められず、十二指腸では安楽殺した豚と
EC389 株区で有意差が認められた。過去の報告でも ETEC の発症には消化
管上部での増殖が重要であることが報告されており [89]、本研究でも消化管
上部で増殖した株や個体では臨床症状が強く発現したと考えられる。  
 本研究では ETEC を接種していない陰性対照区でも下痢が認められた。
本研究を実施した感染施設は入場時にはシャワーを浴び、高圧蒸気滅菌によ
り滅菌された衣類の着用が行われている。また、持ち込む資材も燻蒸あるい
は浸漬により滅菌してから持ち込まれている。更に、入気口には HEPA フ
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ィルターが設置され、各室は陽圧に保たれている。そのため外部から病原体
が侵入したために陰性対照区で下痢が発生した可能性は低いと考えられる。
また、本研究では各区が独立した部屋で飼育されており、陰性対照区の給餌
や健康状態の観察等は毎回一番最初に実施されており、試験期間を通じて陰
性対照区から ETEC が分離されることもなかったことから、ETEC が誤っ
て感染した可能性も低いと考えられる。そのため、陰性対照区での下痢の発
生は感染症によるものではなく、生理的な原因によるものと考えられた。  
 
【小括】  
 
 本章では、CDCD 豚を用いて豚大腸菌感染系の確立を試み、付着因子の
F4、エンテロトキシンの LT および ST を保有する ETEC の EC389Rifr 株を
選抜し、感染系に供試することとした。EC389Rifr 株を 104CFU/頭経口接種
すると、接種後 2 日目には全頭で下痢を発現し、糞便中への安定した排菌が
認められた。また、抗菌剤代替物質を評価する際の指標として糞便中の
ETEC 数ではなく、剖検時の小腸部での ETEC 数の方が活用できることが
示唆された。本章では 14 日間の観察期間を設けたが、試験用代用乳の給与
を開始した 11 日目以降には ETEC 接種区でも糞便性状が回復傾向にあるこ
とから、観察期間を試験用代用乳の給与期間である 7 日間程度に設定するこ
とが望ましいと考えられた。  
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第五章  
 
 
豚大腸菌感染系を用いた  
乳酸添加飼料の評価  
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【緒言】  
 
毒素原性大腸菌（ETEC）感染による豚の新生期および離乳後下痢症の対
策には、環境中および豚体内の両方において ETEC 数を減少させる必要が
ある。環境中の ETEC 数を減少させるためには、オールアウトの実施、豚
舎や豚房の洗浄、消毒および乾燥が有効とされているが [90]、末吉は特に
ETEC が乾燥に弱いことを報告している［67］。  
一方、豚体内において ETEC 数の増加を抑えるためには、まず第一に飼
養環境の改善が挙げられる [91]。飼育環境を豚の適温に調整することで豚大
腸菌症に改善が認められた事例や、隙間風を防ぐことも有効と報告されてい
る [92]。しかし、ETEC による下痢が発生している農場では、これら飼養環
境の改善に併せて抗菌剤による対策が不可欠となっている [92]。しかしなが
ら、ETEC にも薬剤耐性菌の出現が認められており [8]、中には複数の抗菌
剤に対して耐性を示す多剤耐性化した ETEC や [69]、我が国で特に慎重使用
が求められている「第二次選択薬」に対する耐性菌の出現も報告されている
[93]。そのため、農場では過去に ETEC 対策で効果を示した抗菌剤を使用し
ても、ETEC が耐性化したために十分な効果が得られない例も出てきている。
また、消費者からは抗菌剤の使用量がより少ない畜産物が求められている。
そのため、ETEC 対策に有効な抗菌剤代替物質の探索が続けられており、そ
の開発も急務の課題として進められている。  
ETEC 対策に提案されている抗菌剤代替物質等には、生菌剤［75］、有機
酸［1］、ハーブ類［31］、鶏卵抗体［72、94］、飼料中の蛋白含量を減らす
方策［95、96］、亜鉛［97］等がある。第三章「豚サルモネラ・ティフィム
リウム感染系を用いた乳酸添加飼料の評価」でサルモネラへの効果が認めら
れた乳酸等の有機酸の ETEC に対する効果については、Tsiloyiannis らが
野外の ETEC による離乳後下痢症発症農場において、1.6%乳酸添加飼料と
併せて 1.0%プロピオン酸、1.2%ギ酸、1.2%リンゴ酸、1.5%クエン酸および
1.5%フマル酸添加飼料の 6 種類の有機酸添加飼料の ETEC による下痢の発
現、死亡率および糞便からの ETEC の検出率と増体重や飼養効率を比較し
ている［31］。その結果、有機酸添加飼料は無添加飼料よりも下痢の発現、
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事故率および飼養効率等で改善が認められ、特に乳酸添加飼料に改善が認め
られたと報告されている。  
Tsiloyiannis らの報告では乳酸の作用機序についての詳細な検討は行わ
れなかったが、Cole らや Thomlinson らは有機酸添加により消化管内の pH
が低下することを見出し、pH が低下した結果 ETEC の増殖が抑制されると
考察している [98、99 ]。一方、Li らは豚を用いた ETEC 実験感染で、ETEC
に有機酸添加飼料が有効であることを報告しているが、有機酸添加飼料が腸
管の pH には影響を与えていないと報告しており、有機酸添加飼料が腸内菌
叢に影響を与えることで ETEC に効果を示すと考察している［100］。この
ように、有機酸添加飼料の作用機序の詳細について、特に腸管内 pH 低下の
影響については明確にされていない。  
そこで、本試験では乳酸添加飼料の 2 段階に設定し、ETEC に対する乳酸
の濃度による ETEC に対する効果について、ETEC 感染系で検証すると共
に、乳酸添加飼料による消化管内の pH 低下についても検証した。  
 
【材料と方法】  
 
供 試 豚 ： 2 頭 の母 豚 から 帝 王 切開 で 作 出さ れ 、 初乳 を 摂 取し て い な い
（ caesrean-derived and colostrum-derived）CDCD 豚を 18 頭供試した。
供試豚は作出日に 4 区（2%LA 区、1%LA 区、陽性対照区および陰性対照区）
に区分けされ、各区別の部屋で単飼ケージで飼育された。  
 
供試菌株：前章で選抜した EC389Rifr 株を供試した。前章では EC389Rifr
を 1 頭あたり 4.3×104CFU を経口接種すると全頭で下痢を発現し、糞便中
からも安定して EC389Rifr が検出されることが明らかとなった。  
接種菌株の調整は前章と同様に実施した。すなわち、EC389Rifr を SCD
寒天培地で培養し、発育してきたコロニーを Minca ISO vitalex 寒天培地
（BBL Microbiology Systems Cookeysville, Md）に継代、塗抹し、37℃で
一晩培養した。その後、Minca ISO vitalex に発育してきたコロニーを掻き
取り生理食塩水に懸濁し、生理食塩水に菌濃度を調整した後に接種菌液とし
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て供試した。  
 
供試飼料：陽性対照区および陰性対照区には機能性飼料原料や抗菌性飼料添
加物を含まない試験用代用乳（SPF-LAC）を供試した。2%LA 区では試験
用代用乳に乳酸を 2%添加し、1%LA 区では試験用代用乳に乳酸を 1% 添加
して給与した。各区ではそれぞれの飼料を作出当日から試験終了まで給与し
た。  
 
感染試験：供試豚を 4 区に分け、2%LA 区（n=5）、1%LA 区（n=5）、陽性
対照区（n=5）および陰性対照区（n=3）にそれぞれの飼料を作出日から給
与した。4 日齢時に 2%LA 区、1%LA 区および陽性対照区では EC389Rifr
株を 1 頭あたり 5.1×103CFU 経口接種した。  
 観察期間中は臨床症状の観察を毎日行い、糞便性状のスコア化および糞便
の採取を随時実施した。期間中に著しい脱水症状や沈鬱が認められた際には、
ペントバルビタールを用いた安楽殺を施した。接種後 7 日目には耐過豚全頭
の剖検を実施し、腸管内容物を採取した。  
 
糞便性状のスコア化：糞便性状は随時スコア化して記録された。すなわち、
正常便をスコア 0、軟便をスコア 1、下痢便をスコア 2 および水様便をスコ
ア 3 とした。  
 
糞便中および消化管内容物中の E. coli 389Rifr 数の測定：観察期間中の糞便
の採取は各個体から直接行った。糞便は採取後すぐに EC389Rifr 数の測定
を行った。菌数測定では糞便 1g を PBS で 10 倍段階希釈し、適切な希釈段
階の糞便希釈液を 100μg/mL リファンピシン含有 DHL（RFDHL）に塗抹
し、37℃で 24 時間培養後に発育した後に発育したコロニー数を計測した。 
 
各種臓器における E. coli 389Rifr の分離：剖検時には肺、肝臓、腎臓、心臓、
脾臓および扁桃を採取した。観察期間中に安楽殺を施した豚からは併せて血
液も採取した。採取した血液以外の臓器は表面を火炎滅菌した後に中央を切
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断し、その割面を RFDHL 寒天培地に接種し 37℃、24 時間培養後のコロニ
ーの発育の有無で判定を行った。血液は直接 RFDHL 寒天培地に塗抹し、
37℃、24 時間培養後のコロニーの有無で判定を行った。  
 
消化管内容物の pH の測定：剖検時には胃、十二指腸、空腸、回腸、盲腸お
よび結腸を採取した。採取後の各部位の内容物はイオン交換水で 10 倍に希
釈し、希釈された各検体の pH を測定した。  
 
【結果】  
 
臨床症状：陽性対照区では接種後 3 日目までに 5 頭中 3 頭が安楽殺され、
残りの 2 頭でも 4 日目以降では水溶性下痢が観察された（図 21）。1%LA 区
では接種後 3 日目に 5 頭中 1 頭が安楽殺された。1%LA 区の残りの 4 頭で
も糞便性状の悪化は観察され、2 頭で水溶性下痢、1 頭で下痢、1 頭で軟便
が観察された。一方、2%LA 区では全頭が生存耐過し、糞便性状の悪化も下
痢および軟便がそれぞれ 1 および 2 回観察されるにとどまった。  
 陰性対照区では接種後 3 日目をピークに軟便が観察されたが、試験期間を
通じて下痢は観察されなかった。  
 
糞便中の EC389Rifr 数の推移：糞便中の EC389Rifr 数がピークの 1010CFU/g
程度まで増加したのは、陽性対照区では接種後 2 日目、1%LA 区および 2%LA
区では接種後 3 日目となった（図 22）。接種後 3 日目以降は全区とも
1010CFU/g 程度の EC389Rifr が試験終了まで継続して検出された。  
 
剖検時腸管内容物中の EC389Rifr 数：胃では陽性対照区では 4.1×106CFU/g
の EC389Rifr 数が認められ、2%LA 区では全頭が検出限界以下となり、両者
の間で有意差が認められた（図 23）。また、胃より下部の消化管各部位でも
2%LA 区の方が、1%LA 区および陽性対照区より少ない EC389Rifr 数を示し
ており、十二指腸では陽性対照区と 2%LA 区間で、空腸では陽性対照区と
2%LA 区および 1%LA 区でそれぞれ有意差が認められた。盲腸、結腸および
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直腸での EC389Rifr 数は陽性対照区および 1%LA 区で 2×109CFU/g 程度を
示した。一方、2%LA 区では 2×108CFU/g 程度を示し、陽性対照区と 2%区
間で結腸および直腸内容物中で有意差が示された。  
 
各種臓器における EC389Rifr の分離：各区の耐過豚では殆ど全ての豚の臓
器から EC389Rifr は分離されなかった (表 7)。陽性対照区の耐過豚で肝臓、
腎臓および扁桃からそれぞれ 1 検体で EC389Rifr が分離されたが、それら
は全て同一豚に由来していた。  
一方、安楽殺豚では肺、腎臓、心臓、脾臓および扁桃から EC389Rifr が
分離され、4 頭中 2 頭では血液からも EC389Rifr が検出された。  
 
剖検時消化管内容物の pH：各区の pH に差は認められず、各区の平均 pH
は胃では 3.6 から 3.9 で、十二指腸から回腸における小腸では 6.1 から 6.4、
盲腸から直腸における大腸では 6.6 から 7.5 を示した（図 24）。各区間で有
意差は認められなかった。  
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図 22 EC389Rifr 接種時の EC389Rifr 数の推移  
■が 2%LA 区、▲が 1%LA 区、●が陽性対照区およ◇が陰性対照区を示す。  
a、b 異符号間で有意差あり（p<0.05）  
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  図 23 消化管各部位における EC389Rifr 数  
バーは左から青色が 2%LA 区、赤色が 1%LA 区および黒色が陽性対照区をそ
れぞれ示す。  
a、b 異符号間で有意差あり（p<0.05）  
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図 24 消化管各部位における pH 
バーは左から青色が 2%LA 区、赤色が 1%LA 区、黒色が陽性対照区およびグ
レーが陰性対照区をそれぞれ示す。  
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【考察】  
 
 本章では、第四章「豚大腸菌感染系の確立」で確立した豚大腸菌感染系を
用いて、2%および 1%乳酸添加飼料の下痢症緩和に対する評価を行った。そ
の結果、1%乳酸添加飼料では ETEC 感染による糞便性状の悪化が遅延し、
2%乳酸添加飼料では糞便性状が悪化せず、剖検時の消化管各部位の ETEC
数も減少していた。これらの結果から、2%乳酸添加飼料が ETEC 対策に有
効であることが示唆されると共に、第四章で確立した豚大腸菌感染系の抗菌
剤代替評価への有用性が示された。  
 本試験は第四章で確立した大腸菌感染系を用いて実施したが、陽性対照区
では第四章と同様に ETEC 接種翌日には糞便性状の悪化と、糞便中への
ETEC の排泄が認められた。さらに、接種後 2 日目には糞便中への排菌数が
ほぼピークに到達したが、これは感染後数日で糞便中への排泄がほぼピーク
に達した第四章の陽性対照区と同様である。また、剖検時の消化管各部位の
ETEC 数は盲腸、結腸および直腸では第四章と同様にほぼ一定の菌数を示し
ていたが回腸より上部の消化管では、第四章の 1．接種菌株の検討と同様に
十二指腸、空腸および回腸でも比較的高い ETEC 数が測定された。一方、
第四章の 2．接種菌数の検討では盲腸より上部の消化管では ETEC 数が減少
していた。これは第四章の 2．接種菌数の検討では剖検時に臨床症状が回復
していたためと考えられる。  
 本試験では乳酸の添加濃度を 2%と 1%の 2 段階に設定し、乳酸の添加濃
度についても検討を行った。その結果、乳酸 1%添加では糞便性状の悪化が
遅延し、乳酸 2%添加では糞便性状の悪化が認められなかった。このことか
ら、乳酸添加濃度が高い方が糞便性状の悪化を抑制する効果が強いことが示
唆された。また、消化管各部位の菌数も乳酸 2%添加の方が乳酸 1%添加よ
りも少ない菌数で推移し、特に上部消化管では大幅な減少が認められ、消化
管での ETEC の増殖を抑制する効果も乳酸添加濃度が高い方が強いことが
示唆された。ETEC 感染の発症時には上部消化管で ETEC が増殖している
ことが知られており [89]、乳酸 2%添加には消化管での ETEC の増殖を抑制
したために糞便性状が悪化しなかったとものと考えられる。  
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 一方、糞便中に排泄される ETEC 数は乳酸 2%添加と乳酸 1%添加で差は
認められなかった。これは剖検時に直腸で乳酸 2%添加と 1%添加でほぼ同
程度の菌数を示していたことと一致する。  
 乳酸の殺菌作用は周囲の pH が 4.0 では発揮されるが、4.4 では発揮され
ないと報告されており [60]、本研究における剖検時の pH から、胃では殺菌
作用が期待できるが、十二指腸より下部の消化管では pH6.0 以上であるた
め、乳酸の殺菌作用は胃で発揮されることが示唆された。Li らも胃、十二
指腸、回腸の pH をそれぞれ 3.27、5.75、6.94 と報告している [100]。今回
の研究では、胃および腸管の pH に乳酸の影響は認められなかった。2%乳
酸添加飼料が ETEC による糞便性状の悪化を軽減できたことの理由の一つ
として、乳酸の添加濃度が高い 2%の方が胃で殺菌される ETEC が多かった
ためと考えられる。  
 一方、第三章で実施した Salmonella Typhimurium 感染系を用いた乳酸
添加飼料の評価では、2.8%乳酸添加飼料が糞便中の S. Typhimurium 数を
著しく低下させることがわかったが、本章でも 2%乳酸添加飼料区では盲腸
以下の大腸では ETEC 数は減少させたが、S. Typhimuirum で観察された程
の著しい ETEC 数の低下は認められなかった。この異なる結果は、病原体
や供試豚の影響と考えられるが、詳細については今後の更なる検討が必要で
ある。  
 
【小括】  
 
第四章で確立された、豚大腸菌感染系を用いて乳酸添加飼料の評価を実施
した。その結果、2%添加飼料を給与した群では、糞便中へ排泄される ETEC
数は低下しなかったが糞便性状の悪化が抑制され、接種後 7 日目に実施した
剖検では 2%乳酸添加飼料した区の小腸上部での ETEC 数が低下していた。
これらのことから乳酸を 2%添加することで豚大腸菌症の発現を抑制するこ
とが示唆された。また、本研究で確立した豚大腸菌感染系が、抗菌剤代替物
の評価に応用できることが示唆された。  
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本研究では抗菌剤に依存しないサルモネラおよび大腸菌感染症対策の確
立に不可欠な S. Typhimurium（ST）および毒素原性大腸菌（ETEC）感染
系を豚において確立し、その有用性を乳酸添加飼料で検証した。その結果、
乳酸添加飼料が豚 ST 感染系および豚 ETEC 感染系においてその抑制効果が
示された。このことから、本研究で確立した感染系の有用性が検証でき、ま
た、乳酸添加飼料が抗菌剤代替物質として活用できることが示唆された。  
具体的には第二章では、豚を用いた ST 感染系の確立を試み、供試した
ST116Rifr 株を 109CFU/頭程度経口感染させると下痢や著しい脱水症状を
示し、107CFU/頭程度経口感染させると下痢や軟便を、また 105CFU/頭程度
感染させると軟便程度の糞便性状の悪化を示すことが示唆された。一方、感
染菌数が 104CFU/頭でも糞便中からは安定して ST116Rifr が検出された。本
試験では糞便性状により糞便に含まれる ST116Rifr 数が異なることも示唆
され、今後の抗菌剤代替物質の評価試験では臨床症状の観察と糞便中の菌数
を測定することで、臨床症状を抑える効果と、豚群内での感染拡大を防止で
きるかを考察できる結果を得られると考えられた。  
 第三章では、第二章で確立した豚 ST 感染系を用いて乳酸 2.8%添加飼料
の評価を行った。その結果、臨床症状を伴うサルモネラ症を再現した実験感
染系では 2.8%乳酸添加飼料が糞便性状の悪化を抑制し、糞便中へのサルモ
ネラ排菌数も減少させることが明らかとなった。また、不顕性のサルモネラ
感染を再現した実験感染系でも糞便中へのサルモネラ排菌数を減少させる
ことが明らかとなった。これらの結果から、豚 ST 感染系が確立され、抗菌
剤代替物質の評価に応用できることが示唆された。  
 第四章では、安定した ETEC 感染系を確立するために、CDCD 豚を用い
て豚大腸菌感染系の確立を試み、EC389Rifr を 1 頭あたり 104CFU 経口接種
することで、全頭で下痢が発現し、糞便中からも安定した排菌が認められた。
しかし、ETEC 非接種の対照群でも糞便性状の悪化が認められたこと、14
日間の観察期間では ETEC 接種の陽性対照区でも糞便性状が回復傾向にあ
ることから、観察期間を試験用代用乳の給与期間である 7 日間程度に設定す
ることが望ましいと考えられた。  
第五章では、第四章で確立された、豚大腸菌感染系を用いて乳酸添加飼料
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の評価を実施した。その結果、 2.0%乳酸添加飼料を給与した区では、糞便
中へ排泄される ETEC 数は低下しなかったが糞便性状の悪化が抑制され、
接種後 7 日目に実施した剖検では 2%乳酸添加飼料した区の小腸上部での
ETEC 数が低下していた。これらのことから乳酸を 2%添加することで豚大
腸菌症の発現を抑制することが示唆された。また、本研究で確立した豚大腸
菌感染系が、抗菌剤代替物の評価に応用できることが示唆された。  
 2013 年 10 月から我が国でも大流行し、アジア各国および米国でも同様に
猛威を振るっているている豚流行性下痢は、原因病原体がウイルスと本研究
とは異なるものの、的確な生物学的製剤がなく、ワクチン製造も追いつかな
い状況下で、その発生件数も急激に増加し蔓延し続けている [101]。この様
な流行性疾病の予防には、日頃からの家畜の健全育成が重要なカギとなる。
本研究によって得られた知見は、薬剤に依存しない健全畜産の技術向上につ
ながり、安全・安心な畜産食品の持続的供給からヒトの健康生活の向上に貢
献するものと期待される。  
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